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はじめに
　転写調節因子（転写活性化因子）は細胞のタンパク
質性因子で特定の遺伝子の転写を特定のDNA塩基配列
に結合することにより実現する。いずれも二つの機能
ドメインすなわちDNA結合部位と活性化部位を持って
いる。その構造からいくつかの種類に分けられる（松
橋　等，1993）。第一にホメオドメインタンパク質で三
つのへリックス構造をもち、発生の際に体軸に沿った
構造を作らせるホメオティック遺伝子の産物がこれで
ある。第二にロイシンジッパーがある。これは疎水性
の側鎖を持つアミノ酸であるロイシンが繰り返し現れ
るタンパク質で、この疎水性のドメインで二量体を形
成して働く転写調節因子である。Fosタンパク質やJun
タンパク質による二量体形成がよく知られている。第
三にへリックス-ループ-へリックス（HLH）タンパク
質がある。これも二量体で働き、Mycタンパク質もこ
の例である。第四にジンクフィンガータンパク質でシ
ステインとヒスチジンの繰り返しを持ち、亜鉛イオン
を含んでいる。この仲間にはステロイドホルモン受容
体がある。本論文で言及する転写調節因子Spもこの仲
間である。
　転写調節因子Spは哺乳類では9種類知られている
（Sp1−Sp9）。Spはそもそも多くのハウスキーピング遺
伝子のプロモーター領域のGCに富んだ塩基配列に結合
し、これらの遺伝子発現に関わる一般的な転写因子と
考えられてきた（Kadonaga et al., 1987）。しかし、近
年これらが歯の形成に関わっていることが知られるよ
うになってきた。このうちSp6はEpiprofinとも呼ばれ、
この遺伝子のノックアウトマウスでは多数の小さな歯
ができ、またエナメル質が形成されない（Nakamura 
et al., 2011）。またSp3のノックアウトマウスではエナ
メル質形成と象牙質形成に障害が出る（Bouwman et 
al., 2000）。Sp3は免疫組織化学的にエナメル芽細胞と
象 牙 芽 細 胞 の 核 に 局 在 が み ら れ て い る（Lv et 
al.,2006）。本研究は、Sp1、Sp2、Sp3、Sp4の局在をラッ
ト切歯象牙芽細胞を用いて、免疫組織化学法により観
察したものである。象牙芽細胞は象牙質形成を行って
いる細胞で、象牙質は歯の硬組織の中で一番大き体積
を占めている。この象牙芽細胞は典型的なタンパク質
分泌型の細胞でよく発達した粗面小胞体とゴルジ装置
を持ち、同時に長い細胞質突起を象牙質や石灰化して
いない象牙前質に侵入させている（Weinstock and 
Leblond, 1974）。
材料と方法
　7週齢Wistar系ラット（体重200 g）を用いた。動物
は0.1Mリン酸緩衝液に溶解した4％パラホルムアルデ
ヒド溶液で15分間潅流固定した。上下顎を切りだし、
同じ固定液に3−4時間浸漬した。潅流の手順は以下の
通りである。麻酔下に、開胸し手早く心臓を露出させ、
左心室の先端にハサミを入れ、ポリエチレンチューブ
（先端を熱で広げたもの）を差し込み、縫合糸で心臓を
縛った。右心房を切開し、ペリスタポンプで5−10 
mL/分の速度で1分程度リン酸緩衝生理食塩水（PBS）
を潅流した。その後上述の固定液を所定の時間潅流お
よび浸漬した。組織は低温室中で0.1Mリン酸緩衝液に
溶解した5％ EDTA溶液を使用して1カ月脱灰した。こ
の間、1週間に一回新しいEDTA溶液に交換した。氷晶
を防ぐために、PBSで洗浄した後、PBSに溶解した
25％スクロース液に一晩浸漬した。クリオスタット中
でOCTコンパウンド（サクラファインテック）に包埋
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し凍結切片を作製しスライドグラスに戴物した。使用
し た 抗 体 はSp1（PEP2）（sc−59）、Sp2（K−20）（sc−
643）、Sp3（D−20）（sc−644）、Sp4（V−20）（sc−645）（い
ずれもウサギポリクローナル抗体、Santa Cruz）であ
る。免疫組織化学には、切片を乾燥し、PBSで洗浄し
コンパウンドを除去し、内因性ペルオキシダーゼ活性
を除くために、次の液に20分間浸漬した。メタノール:
水:30% 過酸化水素水 = 200:50:5。この液は高濃度のメ
タノールを含んでいることが特徴で、水の割合が高い
と泡が多く出て切片を傷めてしまう。市販の湿箱に切
片の載ったスライドグラスを置き、その上にこの過酸
化水素溶液を100−500μL載せた。20分後、20枚用の
染色瓶に入れたPBSで5分間3回洗浄した後、再び湿箱
中にスライドグラスを置き、抗体を反応させた。抗体
はPBSに溶解した1％牛血清アルブミン液で20倍に希釈
し、切片上に50−100μLを載せ、湿箱中で室温で1時
間反応させた。PBSで洗浄した後、HRP標識抗ウサギ
IgG抗体で標識した。可視化には0.5 mg ジアミノベン
チジン（DAB）, 2 mg硫酸ニッケル（Ⅱ）アンモニウム・
六水和物、1 mL 0.05Mトリス塩酸緩衝液（pH 7.6）に
10分間浸漬し、さらにDAB溶液に過酸化水素を0.005％ 
になるように加えた溶液で5分間反応させた。反応液に
ニッケルイオンを加えることにより感度が上がり、ま
た色調も褐色から青黒い色に変わる。DABで可視化し
たした場合はエタノール脱水し、透徹し、非水溶性の
封入剤を用いることもできるが、今回は免疫染色を施
した切片は水で洗浄し、水溶性封入剤（PermaFluor、
Thermo Scientific）で封入した。オリンパスAX−80顕
微鏡で観察した。
　透過型電子顕微鏡用試料作製には、雄のWistar系ラッ
ト（体重210−220 g）を用い5％グルタルアルデヒド、 
0.05 Mリン酸緩衝液で15分間潅流固定し、その後上下
顎を切り出し同じ固定液に合計2時間浸漬した。5％ 
EDTAにより2−3週間低温室で脱灰の後、エタノール
で脱水し、酸化プロピレンで置換し、エポン包埋を行っ
た。超薄切片は酢酸ウラニルとクエン酸鉛の二重染色
を 行 い、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡（JEM1200EXII, Jeol, 
Tokyo）で観察した。
結果と考察
　象牙芽細胞は歯髄の象牙質側に平行に並んでいて、
突起を象牙質に伸ばしている。その反対側には細長い
形態をした核がみられる（図1、N）。透過型電子顕微
鏡で象牙芽細胞を観察すると、大きな細胞質がみられ、
この細胞質にはよく発達した粗面小胞体（図1、ER）
が豊富に分布している。ゴルジ装置（G）には大型の
線維状物質の入った、おそらく未熟分泌顆粒（矢じり）
や特徴的な細長い形をした分泌顆粒（矢印）が多数み
られた。タンパク質分泌型の細胞の構造をしている。
Weinstock and Leblond（1974）によれば、この分泌
顆粒にはプロリンが多く含まれ、この顆粒がプロコラー
ゲンを運んでいることを示唆している。これが象牙質
の基質線維を作ることになる。
　免疫組織化学の結果から次のことが明らかとなった。
抗Sp1抗体と抗Sp3抗体が象牙芽細胞核を強く染色して
いた。また象牙芽細胞層下の歯髄細胞の核も染まって
いた（図2a, 2c）。抗Sp2抗体はほとんど染色されず、
わずかに一部の核が弱く染まっていた（図2b）。抗Sp4
抗体は象牙芽細胞核を染めた（図2d）。Sp1、Sp2、Sp3
は普遍的にどこにでも存在する転写因子で、Sp4は歯
乳頭に存在することが知られている（Nakamura et al., 
2011）。またSp3の免疫組織化学で象牙芽細胞と歯乳頭
細胞の核を染めることが報告されている（Lv et al., 
2006）。したがって、今回の結果は従来の報告と矛盾す
るものではないが、Sp1とSp4の象牙芽細胞核の局在は
現在まで報告されていないものである。Spの転写因子
は象牙質形成と歯髄形成に重要な働きをしていること
を示唆している。
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図の説明
図 1．ラット切歯象牙芽細胞の透過型電子顕微鏡像。細長い核（N）がみられる。細胞質
には発達した粗面小胞体（ER）とゴルジ装置（G）がみられる。細長い特徴的な分
泌顆粒（矢印）がみられ、その未成熟な顆粒（矢じり）がゴルジ装置付近に認めら
れる。
28
図の説明
図2．ラット切歯歯髄の凍結切片の免疫組織化学。抗体は抗Sp1抗体（a）、抗Sp2抗体（b）、
抗 Sp3 抗体（c）、抗 Sp4 抗体（d）を使用した。抗Sp1 抗体と抗 Sp3 抗体は象牙
芽細胞（OD）核とその下の歯髄細胞核を強く染めている（a,c）。抗 Sp2 抗体の染
色は一部の象牙芽細胞核を弱く染めている（b）。抗 Sp4 抗体は象牙芽細胞核を染め
ている（d）。D: 象牙質。スケールバーは 50μmを示す。
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